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S h o r t R e p o r t
Bacillus amyloliquefaciens W-O-1A株の抗カビ活性に関する研究




Bacillus subtilis や B. amyloliquefaciens などでは，
環境に優しい生物肥料や生物農薬として植物病原菌
の制御に使用されているものがある（Fira, 2018：





症カビ Botryospaeria dothidea に拮抗する SYBC Y47
株（Li ら，2016），クワ炭疽病カビ Colletotrichum 
dematium に拮抗する RC-2 株（Yoshida ら，2001），
テンサイ根腐れ病カビ Rhizoctonia solani に拮抗する
K103 株（Zhang ら，2013），麦類赤カビ病カビ
Fusarium graminearum に拮抗する S76-3 株（Gong ら，
2017）そして収穫後に問題となるアフラトキシン産



















我々は新たな菌株をスクリーニングする中で，糸状菌 W-O-2B 株とそれに拮抗する細菌 W-O-1A 株を見出した．ITS 領域の配列解析
で糸状菌 W-O-2B 株は Trichoderma reesei と 16S rRNA および DNA ジャイレース（gyrB）遺伝子の配列解析で細菌 W-O-1A 株は
Bacillus amyloliquefaciens と同定された．また，W-O-1A 株の抗カビ活性を再確認する中で生育阻止円辺縁部に菌糸や胞子が集中する
ことを観察した．Bacillus subtilis や B. amyloliquefaciens などでは，環境に優しい生物肥料や生物農薬として植物病原菌の制御に使用
されるものがある．これら分離株をモデル系とし，抗カビ物質やその作用の分子メカニズムを解明することが，新たな抗カビ剤や微
生物製剤の開発に繋がると考えた．そこで，まずは W-O-1A 株の抗カビ物質の精製に取り組んだ．W-O-1A 株の培養液遠心上清を酸
処理して得られた沈殿物の抽出液に抗カビ活性を認めた．これを液体クロマトグラフィに供した結果，W-O-1A 株の抗カビ活性は複
数の物質から成ることが明らかとなった．
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カビ分離株は ITS（Internal Transcribed Spacers）領














釈し，PD 寒天培地に 0.1 mL 滴下しコンラージ棒で
全面塗布した後，抗生物質検定用濾紙（直径 8 mm，





を判定した．また，同方法で，2 種の Bacillus subtilis
属由来の市販抗菌物質，iturin A と surfactin（いずれ





 細菌分離株は TS ブイヨンで，2 日間，37℃で振と
う培養した．培養液を 10,000 rpm，20 分の遠心分離
に供し上清を得た．Li らの方法（2016）に従い，W-








40℃，5％アセトニトリルを含む 20 mM 酢酸アンモ
ニウムを移動相とし，アセトニトリルの直線濃度濃










を W-O-1A 株とした． 
 
W-O-2B 株は ITS 領域の配列で，NCBI-BLAST 解
析し， Trichoderma reesei（完全世代 Hypocrea jecornia）
と簡易同定した．また，W-O-1A 株は 16S rDNA 配列




Sato，1999; Wang ら，2007），gyrB の配列解析も実
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施し同様の結果を得たことから，これで同定した． 
W-O-1A 株の抗カビ活性を PD 培地での生物検定











B. amyloliquefaciens SYBC H47 は bacillomycin L，
fengicin そして surcfactin を産生し，それぞれのカビ
菌糸成長に与える影響は，約 40％，約 45％そして約
10％であり，それらを混合すると約 55％に上昇する
こと（Li ら，2016）や Bacillus methylotrophicus XT1 
CECT8661ではbacillomycin，fengicinそして surcfactin
が産生されるがこれらが灰色カビ B. cinerae に対す
る活性物質であるとの明確な物質同定は言及してい
ない（Toral ら，2018）などのことから，W-O-1A 株
の抗カビ物質を見積もるために，B. subtilis 由来の 2
種の市販抗菌物質 iturin A と surfactin について W-O-
2B 株に対する生物検定を実施した．その結果，iturin 












行なった．W-O-1A 株の 2 日間培養液の遠心上清の
酸沈殿物の抽出液に抗カビ活性を確認し，これを逆
相 HPLC に供した結果，大きなピークを 10 ほど検











る中で Trichoderma reesei W-O-2B 株とそれに拮抗す
る Bacillus amyloliquefaciens W-O-1A 株を見出し，W-
O-1A 株の抗カビ物質の精製を目的に行った．W-O-
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および JSPS 科研費 JP19K05716 の助成を受けて実施
された．電子顕微鏡観察は秋田県立大学共通機器委
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Antifungal Activity of Bacillus amyloliquefaciens W-O-1A
Yoichiro Shimura1, Hitoshi Agematsu2, Mayu Takahashi1, So Kato1, Yurika Sato1, 
Narumi Matsuura1, Tamio Inamoto1 
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We found a Trichoderma reesei W-O-2B and an antagonist Bacillus amyloliquefaciens W-O-1A in our screening for biomass utilization. Also, we 
discovered concentrated mycelia and conidia of W-O-2B at the edge of the growth inhibition circle formed by W-O-1A when reexamining
antifungal activity. Many strains of both Bacillus subtilis and B. amyloliquefaciens have been used as an environment friendly biofertilizer and 
biopesticide. Therefore, we predict that a novel antifungal agent and bacterial agent can be developed by finding a relationship between bacteria 
and fungi. We also carried out the purification of an antifungal substance produced by W-O-1A. Antifungal activity was found in an extract from
the acid precipitation of a supernatant of a centrifuged two-day culture broth of W-O-1A. The extracts were subject to high performance liquid 
chromatography with reverse phase column and the results showed ten major peaks in the chromatogram, indicating that antifungal activity was 
composed of some substances.
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付録 A 
 
本研究で使用したオリゴ DNA プライマ一覧 
プライマ名 配列 ( 5’-3’) 増幅部位 適用 参考文献 
ITS1 TCCGTAGGTGAACCTGCGG ITS領域（カビ） 遺伝子増幅，配列解析 White ら，1990 
ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC 遺伝子増幅，配列解析 White ら，1990 
27F AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 16S rRNA 遺伝子 コロニーPCR，配列解析 Lane,1991 
519F CAGCCMGCCGCGGTAATWC 配列解析 Lane,1991 
1114F GCAACGAGCGCAACCC 配列解析 Lane,1991 
1492R GGTTACCTTGTTACGACTT コロニーPCR，配列解析 Lane,1991 
gyrB_F1 ATGTTAGAAATAGATTCTTAGCGGAT gyrB  遺伝子増幅，配列解析 本研究 
gyrB_R1 CTGTTTGAAGCAGCTTTGAG 遺伝子増幅，配列解析 本研究 
Y = C or T, K = G or T, W = A or T 
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